







































Mitogen-activated protein kinase (MAPK)およびExtracellular signal-regulated kinase 
1/2 (ERK1/2)のリン酸化を誘導した。しかしながら、Berberineによる細胞増殖の亢進に対






























クコントロールの重要性を強調している (19)。in vitro の研究においても、グラム陰性菌の




来線維芽細胞は炎症性サイトカインを産生し、Receptor activator of nuclear factor κB (NF-













報告し、臨床試験においても抗糖尿病薬としての有用性を示唆している (22)。また Hui ら
は Berberine を用いた臨床試験を行い、抗高脂血症作用を持つことを明らかにした (23)。
ChunfenらはマクロファージにおいてLPS誘導性の炎症性サイトカイン産生が、Berberine
によって抑制されることを示した (24)。さらにBerberineはMitogen-activated protein kinase 
(MAPK)シグナル伝達および Reactive Oxygen Species の産生を抑制することによって 抗






近年、癌細胞株を用いた in vitro の研究において、Berberine は様々なタイプの癌細胞にお
いて増殖および遊走を抑制し、腫瘍細胞のアポトーシスを誘導することが示されている 
(28)。また、前立腺癌において癌細胞の放射線感受性を高めることから放射線治療成績が良
好になることが、臨床試験で報告されている (29)。このように Berberine は様々な全身疾
患に対して有用であることが示唆されている。一方、Berberine は口腔内細菌の
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)や Arrregatibacter actinomycetemcomitans な
どの歯周病原菌に対して増殖抑制だけでなく、産生されるプロテアーゼ活性をも抑制する
ことが報告されている (30)。また P. gingivalis 由来の LPS で刺激したヒト歯肉線維芽細
胞を Berberine で処理することにより、matrix metalloproteinases (MMP)-2 や pro-MMP-
2, 9 の活性が抑制されることが明らかになっている (31)。他にも Berberine は NF-κB 経
路や nuclear factor of activator T cell 経路、Phosphoinositide 3 kinase/Akt 経路を介して
骨芽細胞の RANKL の遺伝子発現を抑制し、Osteoprotegerin (OPN)の遺伝子発現を増強す
ることにより破骨細胞の分化を抑制することから炎症性組織破壊に対しての有用性が示唆
されている (32,33)。さらに前骨芽細胞を Berberine で刺激すると、p38 MAPK の活性化
を介して、骨分化マーカーである OPN、 osteocalcin (OCN)および Runt-related 





維芽細胞 (human Periodontal ligament cells : hPDL 細胞)の細胞増殖を促進すること、さ
らに Alkaline phosphatase (ALP)の発現を抑制することを明らかにした。また、それらの






Berberine は Sigma chemical Co. (St, Louis, MO, USA) から購入した。p38 MAPK阻
害剤 SB203580 および Extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2)阻害剤 PD98059 は、
Calbiochem (Darmstadt, Germany)から購入した。ジメチルスルホキシド (DMSO)は、和光純





片を 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS)および抗生物質ペニシリン G (100 
U/ml)およびストレプトマイシン (100 µg/ml)添加 α-Minimum Essential Medium (α-
MEM)に静置し、out-growth してきた細胞を hPDL 細胞とした。hPDL 細胞は、コンフル
エントに達した後、0.25% trypsin- 0.1% ethylenediaminetetraacetic acid 処理を施し、デ
ィッシュからはがして継代培養を行い、3 代から 10 代のものを実験に供試した。実験手順
は東北大学大学院歯学研究科の倫理審査委員会によって承認された (承認番号 20-19)。 
不死化マウスセメント芽細胞株 (OCCM-30) (35)は 10% FBS、抗生物質添加 Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium (DMEM)を用いて継代および培養した。なお、培養に用いた試薬




96 ウェルマルチプレートに細胞を播種した細胞を、Berberine 存在下の 2% FBS 含有
α-MEM あるいは DMEM で３日間培養したものを用いた。Berberine による細胞増殖に
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MAPK が関与しているかどうかを検討するため、細胞を p38 MAPK 阻害剤 SB203580 ま
たは ERK1/2 阻害剤 PD98059 で 30 分間前処理したのち Berberine で 72 時間刺激した。
全ての刺激培養は、培養液中の DMSO が同じ濃度 (0.05% (v/v))になるよう調整した。細胞
数は Cell Counting Kit-8 TM (Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan) を用いて計測し
た。Cell Counting Kit-8 TMの組成は 5 mM WST-8 (2- (2-メトキシ-4-ニトロフェニル)-3- (4-
ニトロフェニル)-5- (2,4-ジスルホフェニル)-2H-テトラゾリウムナトリウム塩)、0.2 mM 1-
メトキシ-5-メチルフェナジニウムメチルスルファートおよび 0.15 M 塩化ナトリウムであ
る。細胞はリン酸緩衝生理食塩水 (PBS)による洗浄後、100 µl の 10% (v/v)WST-8 溶液を
加え、37℃で 1 時間処理した。その後、VERSAmax TM Tunable Microplate Reader 






すことで細胞を破砕し、1 mg/ml para-nitro-phenyl phosphate (pNPP)を基質として1 mM 














回復率 (%)＝ (撮影時の細胞間距離／スクラッチ時の細胞間距離)×100 
 
逆転写 (reverse transcription : RT)および定量的リアルタイム polymerase chain reaction 
(PCR) 
Qiashredder and RNeasy® Kits (QIAGEN, Valencia, CA, USA)を用いて細胞から全
RNAを抽出し、DNase (DNA-free TM, Ambion Inc, Austin, TX, USA)処理を施した。なお, 
RNAの抽出は製品マニュアルに従って実施した。得られた全RNA 0.5 µgに、Transcriptor 
First Strand cDNA Synthesis Kit® (Roche Diagnostic Co., Indianapolis, IN, USA)を用い
て逆転写反応を行い、置換されたcDNA 50 ngを定量的リアルタイムPCRに用いた。なお
Cyclin D1、tissue-nonspecific ALP、OCN、Bone sialoprotein (BSP)、Platelet-derived 
growth factor B (PDGFB)、Fibroblast growth factors-2 (FGF-2)およびglyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH)のプライマー配列は以下の通りである。 
 
 (forward/reverse)： 
Human CYCLIN D1 
 (5'- AGGACTCTCATTCGGGAT -3'/5'- GCAGCTTGCTAGGTGAC -3'); 
Human ALP 
 (5'- ATTCCCACGTCTTCACATTT -3'/5'-  CATGGAGACATTCTCTCGTTC -3'); 
Human OCN 
 (5'- CAGGCGCTACCTGTATCA-3'/5'- AGAGCGACACCCTAGAC -3'); 
Human BSP 




 (5'- AAACCCGAGCGAGTAG -3'/5'- GTTCACGGATGGGTGT -3'); 
Human PDGFB 
 (5'- A CAAACTCGGGTGACCATTC -3'/5'- GGCAATACAGCAAATACCATATTAAA -3'); 
Human GAPDH  
 (5'-TGAACCATGAGAAGTATGACAACA-3'/5'-TCTTCTGGGTGGCAGTG-3'). 
 
RT の条件は、25/10、55/30、85/5 [温度 (℃)/ 時間 (分)]に設定し、iCycler® (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA)を用いて行った。Real-Time PCR の条件は、40 サイク
ル、95/60、55/30、72/30 [温度 (℃)/ 時間 (秒)]に設定し、PCR 産物は、iQ SYBR Green 
Supermix® (Bio-Rad)を用いて最終濃度 3mM MgCl2 および 0.5mM primer となるように
試料を調製した。PCR 反応は CFX96 Touch TM Real-Time PCR Detection System (Bio-
Rad Laboratories)を用いて行い、増幅産物の特異性を確認するために、増幅後さらに 0.5℃




コンフルエントになった単一細胞層を、Cell Lysis Buffer® (Cell Signaling Technology, 
Beverly, MA, USA)を用いて、製品マニュアルに従い可溶化した。細胞溶解物はSodium 
dodecyl sulfate ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った後、semi-dry transblot system 
(ATTO, Tokyo, Japan)を用いてpolyvinylidene difluoride membrane (ATTO)に転写した。
転写したメンブレンは0.5% (v/v) Tween20含有PBSを用いて室温で1時間ブロッキングを行
い、直ちに1:1000に希釈したウサギ  抗phosphorylated ERK1/2、抗ERK1/2および抗
phosphorylated p38、抗p38 (Cell signaling Technology)を室温で1時間反応させた。引き続
き、希釈濃度1:2000のhorseradish peroxidase-conjugated goat anti-ウサギ  IgG 抗体 
(Cell signaling Technology)を用いて室温で1時間処理した後、Western blotting detection 
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reagent ECL Plus® (Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, USA)で化学発
光させた。各試料から得られた発光シグナルはLuminescent Image analyzer ChemiDoc 












Berberine の hPDL 細胞の増殖への影響について解析を行った。希薄に播種した hPDL
細胞を規定濃度の Berberine にて刺激して対数増殖期である 72 時間後に、材料および方法
の項目で記載した手法に従って比色法を用いて細胞数を測定した。図 1A に示すように、0.1
および 1 µg/ml の濃度で有意な細胞増殖作用がみられた。次に歯根膜組織に存在するセメ
ント芽細胞においても同様の反応が見られるか検討した。そこでマウスセメント芽細胞株
である OCCM-30 を用いて、同様の実験を行った結果、図１B に示すように、OCCM-30 に
おいても Berberine 1 µg/ml、10 µg/ml で有意な細胞増殖作用がみられた。 
Berberine は前骨芽細胞における石灰化促進作用を有することが報告されている (34)。
そこで石灰化初期に働く ALP 活性の変化について検討を行った。コンフルエントになった
hPDL 細胞を規定濃度の Berberine にて 72 時間刺激して、材料および方法の項目で記載
した手法に従い、比色法にて ALP 活性を測定したところ、図１C に示すように、１µg/ml
の濃度で有意に ALP 活性の抑制が確認された。また同様の実験で OCCM-30 においても、
Berberine 0.1 µg/ml から濃度依存的に ALP 活性の抑制がみられた (図１D)。以上のことか







で記載した手法に従ってスクラッチ法にて行い、Berberine 1 µg/ml 存在下あるいは非存在
下で 36 時間まで培養を行った。図 2B で示すように、非刺激群では 12 時間後には回復率
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約 30%を示し、36 時間後では回復率は約 80%を示した。一方、Berberine にて刺激をした
ものは非刺激群と比較して 12 時間および 36 時間においても、有意な変化は認められなか






























そこで Berberiene による hPDL 細胞の増殖および ALP の発現抑制への MAPK の関与に
ついて検討した。まず、hPDL 細胞を 1 µg/ml の濃度の Berberine で規定時間刺激し、p38 
MAPK および ERK1/2 のリン酸化に及ぼす影響ついてウエスタンブロット法を用いて解析
した。図６に示すように p38 MAPKは刺激後５分をピークにリン酸化が誘導され、30 分後
には非刺激群と同レベルに戻った。ERK1/2 は刺激後 10 分および 60 分をピークとする 2
相性のリン酸化誘導が認められた。このことから Berberine は hPDL 細胞においても、p38 




p38 MAPK および ERK1/2 経路が Berbrine による hPDL 細胞の増殖に関与する可能性
について解析を行った。hPDL 細胞を p38 MAPK 阻害剤である SB203580、ERK1/2 阻害
剤である PD98059 にて前処理した後、Berberine 1 µg/ml 存在下あるいは非存在下にて対
数増殖期である 72 時間後に、材料および方法の項目で記載した手法に従って比色法を用い
て細胞数を測定した。その結果、図 7A に示すように、SB203580 および PD98059 どちら
の前処理においても、Berbeine による細胞増殖の促進には有意な影響は与えなかった。こ




次に p38 MAPKおよびERK1/2のBerberineによる hPDL細胞のALP活性およびALP
遺伝子発現の抑制に関与する可能性について検討した。コンフルエントになった hPDL 細
胞を SB203580 および PD98059 にて前処理した後、Berberine 1 µg/ml にて 72 時間刺激
し、材料および方法の項目で記載した手法に従って比色法を用いて ALP 活性を測定した。
その結果、図 7B に示すように PD98059 にて前処理を行った群においては Berberine によ
る ALP 活性の抑制が解除されたが、SB203580 で前処理を行った群においては ALP 活性
の抑制は解除されなかった。また図 7C に示すように、ALP 遺伝子発現も同様に、PD98059
による前処理を行うことによって、ALP 遺伝子発現の抑制の解除が認められたが、
SB203580 の前処理では解除は認められなかった。以上のことから、hPDL 細胞における







D1 の発現を増強することを明らかにした。Cyclin D1 の主な役割は、Cyclin dependent 
kinase (Cdk)4 や Cdk6 との相互作用によって細胞周期を制御することである。Yan らは軟
骨細胞を用いた実験において Berberine は Cyclin D1 の発現増強により細胞増殖を促進す
ることを報告した (41)。このことからも hPDL 細胞においても同様の機序が関与している
可能性が考えられる。Berberine が細胞増殖に与える影響について、Lui らは Berberine 刺
激による hPDL 細胞においてシグナル経路等の解析は行われていないものの、増殖が促進
することを報告している (42)。一方で複数の癌細胞において、Berberine は細胞調節を制
御する Cyclin D1, D2, E および Cdk2, Cdk4, Cdk6 の発現を抑制することによって細胞の
増殖を抑制することを報告している (43-46)。また Wei らは前立腺癌細胞において低濃度






においても、細胞増殖の抑制が認められ (data not shown)、OCCM-30 においては増殖を













れている。古典的経路は MAPK と互いに作用して細胞増殖や分化を制御する (51)。Yan ら
は Berberine による軟骨細胞の Cyclin D1 の発現増強に Wnt/β-catenin シグナル経路が介
することを報告している (41)。本研究において、Berberine が β-catenin のタンパク質の発
現および β-catenin のリン酸化に与える影響についてウエスタンブロット法にて解析を行
ったが、有意な変化は認められなかった (data not shown)。このことから、hPDL 細胞に
おいて Berberine 刺激による細胞増殖は Wnt/β-catenin シグナル経路非依存的に制御され
ていると考えられる。 
本研究において、Berberine は hPDL 細胞において ERK1/2 経路を介して ALP の活性お
よび遺伝子発現を抑制することを示した。Berberine が骨分化に与える影響を示した知見は
いくつか報告されている。Lee らは前骨芽細胞を Berberine で刺激すると、p38 MAPK の
活性化を介して、骨分化マーカーである OPN、OCN および Runx2 の発現が増強され、石
灰化が促進されることを報告している (34)。Tao らは骨髄間葉系幹細胞を Berberine で刺
激することで、Wnt /β-catenin 経路を介して OPN、OCN および Runx2 の発現が増強され
ることを報告しており、Berberine が骨分化を誘導することを示唆している (52)。また Han
らは間葉系幹細胞において、Berberine は Runx2 の分解を抑制することで骨芽細胞への分
化を促進することを示唆している (53)。さらに、Lui らは Berberine 誘導性 ALP 活性の







細胞の Berberine の ALP の活性および遺伝子発現を抑制に対する作用は、増殖に対する作
用と同様に、セメント芽細胞系統の反応が反映されている可能性が考えられる。 
細胞の分化には様々なシグナル経路が関与しており、ERK1/2 経路は骨分化の代表的なシ
グナル経路の１つである。これまでの報告で ERK1/2 経路の活性化により hPDL 細胞は骨
分化を誘導することが知られている。Wu らは hPDL 細胞は低酸素状態において、ERK1/2
経路を介して ALP 活性が促進することを報告している (54)。Mimori らは、hPDL 細胞を
アスコルビン酸で刺激すると、ERK1/2 経路を介して ALP 遺伝子の発現増強による分化の
促進を明らかにした (55)。また、Wang らは hPDL 細胞を insulin-like growth factor-
binding protein 5 刺激によって ERK1/2 経路を介して骨分化の促進を報告している (56)。
一方、Ye らは Bone Morphogenetic Protein-9 の刺激は ERK1/2 経路を介して ALP 活性を
抑制することを報告した (57)。本研究においても、Berberineは ERK1/2 経路を介して ALP





用を有していることが報告されている Berberine が hPDL 細胞の増殖を MAPK 非依存的
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図 1 Berberine は hPDL 細胞および OCCM-30 において増殖を促進し、ALP 活性を抑制
する 
 (A) : hPDL 細胞を所定濃度の Berberine の存在下で培養し、対数増殖期である 72 時間後
の細胞数を測定した。 (B) : OCCM-30 を所定濃度の Berberine の存在下で培養し、対数増
殖期である 72 時間後の細胞数を測定した。 (C) : コンフルエントになった hPDL 細胞を所
定濃度の Berberine 存在下で 72 時間培養し ALP 活性を測定した。 (D) : コンフルエント
になった OCCM-30 を所定濃度の Berberine 存在下で 72 時間培養し、ALP 活性を測定し




図２ Berberine は hPDL 細胞の遊走能に影響を与えない 
(A) : コンフルエントになった hPDL 細胞の単一細胞層をスクラッチした後、Berberine 存
在下あるいは非存在下で 36 時間まで培養した。所定の時間経過したときに同一の部位を撮
影した像を示す。 (B) : 細胞の移動率は、スクラッチにより最初にできた細胞間距離に対す





図３ Berberine は hPDL 細胞の Cyclin D1 遺伝子発現を増強する 
コンフルエントになった hPDL 細胞を図に示した時間 Berberine で刺激した。全 RNA を







(A-C) : コンフルエントになった hPDL 細胞を 72 時間 Berberine で刺激した。全 RNA を
抽出し、RT-PCR を用いて解析した。同様の実験を triplicate assay にて 3 回繰り返して行
い、その代表的なデータを平均値±標準偏差として示した。* ：それぞれのコントロールに




(A,B) : コンフルエントになった hPDL 細胞を 12 時間 Berberine で刺激した。全 RNA を





図６ Berberineはp38 MAPKおよびERK1/2 のリン酸化を促進する 
コンフルエントになった hPDL 細胞を図に示した時間、Berberine で刺激を行った。リン
酸化された細胞溶解物の分析は phospho-specific p38 MAPK (Thr180/Tyr182)および
p44/42 ERK1/2 (Thr202/Try204)抗体を用いてウエスタンブロット法により分析した。同様









濃度が 0.05% (v/v)の DMSO が含まれるよう調整した。 (A) : WST-8 を用いた比色法にて
細胞数を測定した。 (B) : pNPP を基質とした比色法にて、ALP 活性を測定した。 (C) : 全
RNA を抽出し、RT-PCR を用いて ALP 遺伝子発現を解析した。同様の実験を triplicate 
assay にて 3 回繰り返して行い、その代表的なデータを平均値±標準偏差として示した。
* ：それぞれのコントロールに対して統計学的に有意差があることを示す (P<0.05)。ns : 
それぞれのコントロールと統計学的有意差がないことを示す。 
 
  
31 
 
 
  
32 
 
 
  
33 
 
 
  
34 
 
 
  
35 
 
 
  
36 
 
 
  
37 
 
 
 
